IMPORTÂNCIA DA TÉCNICA DE REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) NO DIAGNÓSTICO ESPECÍFICO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA by GOMES, JÉSSICA DOS SANTOS et al.
337 




                  Revista  UNIABEU  Belford Roxo   V.8  Número 20  setembro-dezembro de 2015 
IMPORTÂNCIA DA TÉCNICA DE REAÇÃO EM CADEIA DA 
POLIMERASE (PCR) NO DIAGNÓSTICO ESPECÍFICO DE 
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA 
 
Jéssica dos Santos Gomes1 
Fernanda Santos de Oliveira2 
Sergian Vianna Cardozo3 
Raquel da Silva Pacheco4 
 
RESUMO: No Rio de Janeiro a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é 
predominantemente causada por Leishmania (Viannia) braziliensis, cuja transmissão é 
dependente da adaptação do vetor Lutzomyia intermedia ao ambiente domiciliar e entorno. 
A doença humana acomete a pele e as mucosas das vias aero-digestivas superiores. As 
lesões mucosas geralmente aparecem depois de meses ou mesmo vários anos após a cura 
espontânea ou terapêutica da lesão cutânea primária, ou ainda podem se manifestar 
simultaneamente. A técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) se mostrou uma 
ferramenta molecular especifica para detecção de DNA de L. (V.) braziliensis diretamente de 
amostras clínicas de pacientes com leishmaniose mucosa e/ou cutânea, que foram 
atendidos no Laboratório de Vigilância em Leishmanioses do Instituto de Pesquisa Clínica 
Evandro Chagas (IPEC/Fiocruz), demonstrando a importância desta técnica como 
ferramenta auxiliar no diagnóstico das leishmanioses tegumentares.  
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IMPORTANCE OF TECHNICAL OF POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) IN 
THE SPECIFIC DIAGNOSTIC OF THE AMERICAN CUTANEOUS LEISHMANIASIS 
 
ABSTRACT: In Rio de Janeiro, the American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is 
predominantly caused by Leishmania (Viannia) braziliensis, whose transmission is 
dependent vector Lutzomyia intermedia adaptation of the home environment and 
surroundings. The human disease affects the skin and mucous membranes airways aero-
digestive tract. Mucosal lesions appear after months or even several years after the 
spontaneous healing or therapy of primary cutaneous lesion, or may manifest 
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simultaneously. The technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) proved a molecular tool 
specific for detection of DNA of L. (V.) braziliensis directly from clinical specimens from 
patients with mucosal leishmaniasis and/or skin, which were seen in the Laboratory of 
Leishmaniasis Surveillance Clinical Research Institute Evandro Chagas (IPEC/Fiocruz), 
demonstrating the importance of this technique as a tool in auxiliary diagnosis of cutaneous 
leishmaniasis. 
 




 A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença que acompanha 
o homem desde a antiguidade, podendo ser encontrados relatos no primeiro século 
d. C., na Ásia Central. No Brasil, a leishmaniose era conhecida por Cerqueira desde 
1855, onde observava a existência das lesões de pele com aspectos clínicos 
similares às descrições do botão de Biskra (BASANO, 2004). Considerada como 
uma doença de caráter zoonótico, acomete diversas espécies de animais silvestres 
e domésticos, como roedores, marsupiais, canídeos, edentados, primatas e ao 
homem, que geralmente se comporta como hospedeiro acidental do parasito 
(FALQUETO; FERREIRA, 2005). 
 A LTA ainda é uma das doenças mais negligenciadas do mundo, afetando 
principalmente os mais pobres nos países em desenvolvimento, com registro anual 
de 1 a 1,5 milhões de casos. É considerada, pela Organização Mundial da Saúde 
(OMS), como uma das seis doenças infecciosas mais importantes. No Brasil, entre o 
período de 1988 a 2009, a LTA apresentou média anual de 26.021 casos registrados 
e coeficiente de detecção médio de 14,1 casos por 100.000 habitantes (BRASIL, 
2010). A LTA é endêmica no estado do Rio de Janeiro desde o inicio do século 
passado. Com relação à ocorrência de casos humanos, há notificações desde 1945 
(SOUZA; CARVALHO, 2009), e a partir da década de 80 observou-se um aumento 
do número de casos, mantendo-se endêmica e acometendo pessoas de todas as 
faixas etárias e em ambos os sexos (BRASIL, 2010). 
 A doença humana acomete a pele e as mucosas das vias aerodigestivas 
superiores e a apresentação clínica exibem diferentes quadros clínicos: 
leishmaniose cutânea localizada, leishmaniose cutânea disseminada, leishmaniose 
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 As lesões mucosas são condição de difícil tratamento e prognóstico, podendo 
causar destruição do dorso do nariz, com tendência a se estender sobre as áreas 
vizinhas da face, podendo ocasionar deformidades no semblante do indivíduo 
(HERWALDT, 1999; GONTIJO et al., 2003). Podem ocorrer vários anos após a 
instalação da lesão cutânea inicial ou concomitantes.  Os fatores que contribuem 
para que uma doença inicialmente cutânea evolua para uma forma mucosa não são 
de todo conhecidos, acredita-se que a demora na cicatrização da lesão primária e o 
tratamento inadequado podem estar associados (JONES et al., 1987). 
 O agente etiológico da leishmaniose é representado por várias espécies de 
protozoários digenéticos, da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e 
gênero Leishmania (LAINSON; SHAW, 1992; GONTIJO et al., 2003; COSTA, 2005). 
Estes parasitos apresentam DNA nuclear (nDNA) e DNA do cinetoplasto (kDNA). O 
kDNA corresponde a 20-30% do DNA total da célula, sendo constituído por 
minicírculos (10.000 a 20.000 cópias) e maxicírculos (20 a 50 cópias) (SIMPSON, 
1987; SHAPIRO et al., 1995). 
 No Brasil, três principais espécies estão diretamente associadas aos casos de 
LTA: Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (Leishmania) 
amazonensis. No estado do Rio de Janeiro, a leishmaniose mucosa é causada por 
L. (V.) braziliensis, cuja transmissão é dependente da adaptação do vetor Lutzomyia 
intermedia ao ambiente domiciliar e peridomiciliar (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).  
 A identificação e diferenciação de Leishmania são importantes nos estudos 
epidemiológicos, diagnóstico da doença e avaliação terapêutica. Diversos métodos 
foram descritos para a caracterização e classificação de espécies, onde se baseiam 
no comportamento do parasito, características morfológicas e bioquímicas (BARKER 
et al., 1983).  
 A Técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica in vitro, 
que permite a amplificação de sequências específicas de DNA ou RNA. Devido ao 
número de múltiplas cópias e a composição por regiões conservada e variável 
(SHAPIRO et al., 1995), os minicírculos do kDNA, atualmente, tem sido os alvos 
moleculares mais empregado para a detecção de DNA de Leishmania.  
 A PCR revelou ser uma ferramenta extremamente eficiente para fornecer 
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mucosa causada por L. (V.) braziliensis, pois é uma técnica com alta especificidade, 
sensibilidade e rapidez quando comparado aos métodos convencionais (OLIVEIRA 
et al., 2005), possibilitando detectar o parasito antes mesmo de manifestarem 
sintomatologia da doença (FIGUEROA et al., 2009). 
 Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi utilizar a técnica de PCR no 
diagnóstico específico de DNA de L. (V.) braziliensis diretamente em fragmentos de 
lesões mucosas de pacientes com suspeita de leishmaniose mucosa. 
 
2. MATERIAL E MÉTODOS  
 
 Neste estudo foi utilizada uma amostra de conveniência composta de 42 
pacientes com suspeita de LTA atendidos no ambulatório do Laboratório de 
Vigilância em Leishmanioses do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas 
(VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ) no período de setembro de 2010 a junho de 2012. 
 
2.1. Extração de DNA 
 
 O isolamento do DNA dos fragmentos de tecidos foi realizado conforme 
protocolos utilizados por Oliveira et al. (2005). 
 Fragmentos de tecido de 10 a 25mg foram macerados com o auxílio de pistilo 
e colocados em tubo contendo solução de lise celular e proteinase K (20 mg/ml) e 
submetidos a temperatura de 65ºC durante 3h. Após a incubação, acrescentou-se 
RNase A (2 mg/ml) invertendo o tubo diversas vezes e incubando-o a 37ºC por 30 
min. Em seguida, foi adicionada solução de precipitação de proteínas, 
homogeneizando vigorosamente, e após centrifugação o sobrenadante foi 
transferido para outro tubo contendo isopropanol 100%, invertendo o tubo até a 
formação de um precipitado branco. Após centrifugação o sobrenadante foi 
desprezado e adicionado etanol 70%, centrifugando e desprezando novamente o 
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2.2. Teste de controle interno 
 
A avaliação da eficiência do ensaio e teste de controle interno (inibição) foi 
feita através da amplificação por PCR de um segmento do gene de β-globina 
humana, utilizando-se um par de iniciadores que flanqueiam uma sequência de 110 
pares de base (pb) (SAIKI et al., 1985).  
 
2.3. Detecção de DNA de Leishmania 
 
 A detecção de DNA de Leishmania foi realizada pela amplificação da região 
variável dos minicírculos do DNA do cinetoplasto (kDNA) através da técnica da PCR 
utilizando-se os iniciadores específicos para as espécies do complexo L. braziliensis: 
B1: 5’- GGGGTTGGTGTAATATAGTGG - 3’ e B2: 5’- CTAATTGTGCACGGGGAGG 
- 3’ (DE BRUIJN; BARKER, 1992). 
 A reação foi realizada em um volume final de 50,0 μl, contendo solução 
tampão Tris-HCL a 10 mM, MgCl2 a 1,5 mM, deoxinucleosídeo trifosfato (dNTPs) a 
0,2 mM, 10 pmol de cada iniciador, água ultra pura para PCR, 2,5 U de Taq DNA 
Polimerase e 3,0 μl de amostra de DNA. A amplificação do kDNA foi realizada em 
equipamento termociclador automático (GeneAmp PCR System 9600, Applied 
Biosystems). Os ciclos de amplificação iniciam-se a 95ºC por 3 min, seguido por 33 
ciclos a 94ºC por 30s, 60,5ºC por 1 min, 72ºC por 1 min e uma extensão final de 
72ºC por 10 min. Como controle positivo para cada reação foi utilizado  kDNA (5 
ng/μl) da cepa referência de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), e um 
controle negativo contendo todos os componentes, exceto o DNA. 
 
2.4. Eletroforese em gel de agarose 
 
  Os produtos amplificados pela PCR específica foram analisados por 
eletroforese horizontal em géis de agarose a 1,5% submetidos a uma corrida de 80 
V por aproximadamente 2 horas. Foi utilizado um marcador de tamanho de DNA – 
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 Dos 42 pacientes estudados, a maioria era do sexo masculino, representando 
73,8%. Quanto à faixa etária, 31% dos homens tinham idade entre 41 e 55 anos e 
9,5% das mulheres possuíam idade entre 56 e 70 anos (Tabela 1). Todos os 
pacientes apresentavam lesões mucosas ativas, sugestivas de LTA.  
 
 
Tabela 1. Distribuição segundo o sexo e a faixa etária dos pacientes com suspeita 
de LTA atendidos no Laboratório de Vigilância em Leishmanioses do Instituto de 
Pesquisa Clínica Evandro Chagas (VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ). 
 
 




15-40 3 4 7 
41-55 13 2 15 
56-70 11 4 15 
> 71 4 1 5 
 
 
Foram analisadas 44 amostras, sendo 29 de mucosa nasal, 11 de mucosa 
oral, 02 de língua e 02 de laringe. Dois pacientes apresentavam lesões mucosas, 
nasal e oral, concomitantes (Gráfico 1). Foram coletadas duas amostras de dois 






















Gráfico 1. Percentagem de pacientes de acordo com a 
localização da lesão de onde foram coletadas amostras para 
biópsia. 
 
Para prevenir resultados falso-negativos e como controle interno, testes de 
inibição foram realizados em todas as amostras através da amplificação por PCR do 
gene da β-globina humana. O ensaio de controle interno (inibição) foi realizado pela 
amplificação por PCR de um segmento do gene da β-globina humana. O fragmento 
de 110 pb foi visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose a 2% em todas 









Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 2% mostrando 
produtos de 110 pb obtidos com iniciadores (PC03/PC04) que 
amplificam o segmento do gene da β-globina humana. 
100 pb 
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Canaletas: M – marcador molecular (100 pb ladder); de 1 a 8 –
amostras de lesões mucosas. 
 
Um total de 31 amostras foram submetidas à técnica de PCR específica. A 
aplicação da PCR possibilitou detectar a presença de DNA de Leishmania em 11 
amostras (Figura 2). Através da eletroforese em gel de agarose 1,5%, a banda 
diagnóstica de 750pb específica para as espécies do complexo L. braziliensis foi 
visualizada em fragmentos de lesões (mucosa nasal, oral, língua e de laringe) 
(Tabela 2). 
 














Figura 2: Produtos de amplificação obtidos com iniciadores B1/B2 
(complexo Leishmania braziliensis) visualizados em eletroforese de 
agarose a 1,5%. Canaletas: M - marcador molecular (100pb); 1, 2, 4, 7 e 8 
– amostras de lesões de mucosa nasal; 3 – amostra de lesão de mucosa 
oral; 5 e 6 – amostras de língua. CP – Controle positivo kDNA L. (V.) 
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Tabela 2: Dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes analisados de acordo 
com a localização da lesão avaliada pela biópsia. 
 
Biópsia 
Resultado do exame PCR 
Negativo % Positivo % Total % 
Laringe 1 3,23% 0 0,00% 1 3,23% 
Língua 1 3,23% 1 3,23% 2 6,45% 
Mucosa nasal 16 51,61% 7 22,58% 23 74,19% 
Mucosa oral 2 6,45% 2 6,45% 4 12,90% 
Mucosa oral 
e nasal 
0 0,00% 1 3,23% 1 3,23% 
Total 20 64,52% 11 35,48% 31 100,00% 
 
 
4. DISCUSSÃO  
 
Este estudo mostrou que a LTA predominou na faixa etária dos 41 aos 55 
anos e do sexo masculino, que representaram 31% dos casos, dados estes 
concordantes com índices estão do Ministério da Saúde, onde 90% dos casos da 
doença ocorrem entre homens e que a maioria da população afetada é adulta 
(GARCIA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2009; BRASIL, 2010). 
O exame da PCR foi positivo em 35,5% dos pacientes. Avaliando os 
resultados da PCR em relação à forma, encontraram-se 63,6% dos casos positivos 
na forma mucosa e 36,4% dos casos positivos na forma cutâneo-mucosa. Davies et 
al. (2003), em estudo de revisão, avaliaram a sensibilidade de detecção da PCR em 
vários estudos sobre a LTA, identificando 88% de precisão diagnóstica por esta 
técnica, quando comparado a outros métodos, como esfregaço (51%), cultura (47%) 
e o exame histopatológico (35%). 
 Pirmez et al. (1999), em estudo realizado no estado do Rio de Janeiro, 
obtiveram resultados positivos de PCR em 94% dos casos e presença de 
Leishmania em 62% dos casos. Em trabalho feito no nordeste do Estado de São 
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88,7% da IRM e 50% do exame histopatológico. Oliveira et al. (2004), em trabalho 
realizado na Bahia, encontraram resultados positivos de PCR em 100% dos casos, 
IRM em 72% (os casos negativos tinham menos de 55 dias de evolução da doença), 
tendo todos os pacientes sido avaliados com quatro meses ou menos de evolução. 
Técnicas sorológicas, imunológicas e histopatológicas, bem como análises 
através de parâmetros morfológicos, são os métodos convencionais utilizados para 
detecção de Leishmania (ANDRADE et al., 2011; COSTA et al., 2009). Atualmente, 
a PCR tem sido utilizada para o diagnóstico de Leishmaniose mucosa, uma vez que 
os métodos considerados padrão ouro podem fracassar, se considerado o fato de 
que no processo granulomatoso inflamatório crônico é observada uma escassez na 
carga parasitária e as lesões podem evoluir de forma atípica e serem confundidas 
com outras doenças, tais como câncer, lúpus, cromoblastomicoses e esporotricose 
(OLIVEIRA et al. 2005; COSTA et al. 2005; WEIGLE et al., 2002). 
  Comparadas a PCR, estas técnicas requerem uma grande quantidade de 
material. Entretanto, para a análise de PCR utiliza-se uma variedade de amostras: 
biópsia congelada ou fresca, amostras fixadas em formol ou etanol, incluídas em 
blocos de parafina, aspirado de linfonodos, baço, medula óssea, e do sangue 
periférico (ANDRADE et al., 2011; AVILLES et al., 1999). Guevara et al. (1993), 
também utilizando a técnica de PCR, detectaram DNA de L. (V) braziliensis no 




A técnica de PCR específica permitiu detectar a presença de DNA de 
Leishmania diretamente em lesões de mucosas de pacientes com LTA. Estes 
resultados contribuem para demonstrar a importância desta técnica como ferramenta 
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